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(57) Abstract 



The invention relates to a method for producing a DNA construct, whereby two or several DNAs are recombined in melted agarose. ! 
The invention also relates to vectors which can be used therefor, in addition to a method for providing large DNAs, specially BACs or | 
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(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung ernes DNA-Konstruktes, umfassend die ^Combination zweier oder 
mehrerer DNAs mittels Rekombination in geschmolzener Agarose. Femer betrifft die Erfindung hierfOr verwendbare Vektoren sowie ein 
Verfahren zur Bere its te Hung groBer DNAs, insbesondere BACs oder PACs. ; 
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Herstellungsverfahren fur lange DNA-Konstrukte 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von langen DNA- 
Konstrukten, insbesondere kunstlichen Chromosomen, und hierfur verwendbare 
Vektoren sowie ein Verfahren zur Bereitstellung groBer DNAs, insbesondere 
BACs oder PACs. 

In der modernen Forschung wird angedacht, therapeutische Proteine in tierischer 
Zellen bzw. transgenen Tieren herzustellen. Ferner wird angedacht, genetische 
Defekte von tierischen, insbesondere menschlichen Zellen zu reparieren. 
Insbesondere gibt es Oberlegungen, defekte Gene durch entsprechende gesunde 
zu kompensieren. Hierzu wird z.B. vorgeschlagen, die gesunden Gene in 
exprimierbarer Form in das Genom der Zellen zu integrieren. Auch wird in 
Betracht gezogen, die gesunden Gene auf kunstlichen Saugetier(Mensch)- 
Chromosomen "mammalian (human) artificial chromosomes" (nachstehend mit 
MACs (HACs) bezeichnet) aufzubringen und diese in die Zellen einzufuhren. 
MACs sind lineare DNAs mit einer GroBe von mehreren 100 kb. Sie zeichnen 
sich durch verschiedene Komponenten aus. Diese sind pro MAC ein Zentromer, 
zwei endstandige Telomere und ein dazwischen liegender, zumindest einen 
"origin of replication" aufweisenden Chromosomenarm. Auf letzterer 
Komponente konnen vorstehende Gene aufgebracht werden. 

Die Herstellung von MACs ist allerdings mit groBen Problemen verbunden. 
Bisherige Versuche eine solche Herstellung zu erreichen waren nicht be- 
friedigend. Insbesondere stellt die GroBe der einzelnen Komponenten ein 
Klonierungsproblem dar. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde ein Verfahren 
bereitzustellen, mit dem lange DNA-Konstrukte, insbesondere MACs, hergestellt 
werden konnen. 
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ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit ein Verfahren und Vektoren, 
mit denen lange DNA-Konstrukte, insbesondere MACs, hergestellt werden 
konnen. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren, 
mit dem groBe DNAs, z.B. BACs "bacterial artificial chromosomes" oder PACs 
"phage P1 artificial chromosomes", insbesondere Komponenten von MACs, in 
groBer Menge und Stabilitat bereitgestellt werden konnen. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des Anmelders, daB 
groBe DNAs, wie BACs oder PACs, in geschmolzener Agarose miteinander 
rekombiniert werden konnen. Er hat gefunden, daB hiermit MACs hergestellt 
werden konnen, wenn die groBen DNAs die einzelnen Komponenten von MACs, 
wie ein Zentromer, z.B. eine alpha-Satelliten-DNA, zwei Telomere, z.B. der 
Sequenz (TTAGGG) n=135 , und einen, zumindest einen "origin of replication" 
enthaltenden Chromosomenarm, aufweisen. Ferner hat er erkannt, daB 
Bakterien, die groBe DNAs, wie BACs oder PACs, enthalten, mit Agarose 
gemischt werden konnen, wodurch nach Erkalten der Agarose Agarose- 
Blockchen erhalten werden. In diesen kann die chromosomale DNA der Bakterien 
gespalten werden, wahrend die groBen DNAs ungespalten verbleiben. Hierzu 
wird ein Restriktionsenzym in die Blockchen eingebracht, das ausschlieBlich das 
bakterielle Chromosom spaltet. Dieses kann dann durch Gelelektrophorese aus 
den Blockchen entfernt werden, wodurch nur noch die groBen DNAs in den 
Blockchen verbleiben. Der Anmelder hat erkannt, daB die groBen DNAs wie auch 
die DNA-Konstrukte in den Agarosegel-Blockchen stabil sind und uber lange Zeit 
aufbewahrt werden konnen. 

ErfindungsgemaB werden die Erkenntnisse des Anmelders fur ein Verfahren zur 
Herstellung von DNA-Konstrukten genutzt, umfassend die Kombination zweier 
DNAs mittels Rekombination in geschmolzener Agarose. 
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Der Ausdruck "DNA-Konstrukt" weist auf eine DNA jeglicher Art und Lange hin, 
die zirkular Oder linear sein kann. Beispielsweise ist die DNA linear und weist 
eine Lange von mehreren 100 kb auf. Vorzugsweise ist die DNA ein kunstliches 
Saugetier-Chromosom (MAC). Besonders bevorzugt ist es, wenn das MAC ein 
oder mehrere Gene umfaBt, deren Expression gewunscht wird. Beispiele solcher 
Gene sind jene, die in defekter Form in Verbindung mit Krankheiten, z.B. 
Mukoviszidose, stehen. 

Der Ausdruck " (Combination mittels Rekombination" weist darauf hin, daB zwei 
DMAs miteinander rekombinieren konnen. Dies kann durch iiberlappende Sequen- 
zen erfolgen. Gunatig kann es sein, wenn die Sequenzen rekombinations- 
spezifische Sequenzen, wie k>x- oder FRT-Sequenzen umfassen, wobei d,e 
Rekombination dann in Ge 9 enwart einer Rekombinase. wie Cre- oder Flp- 
Rekombinase, erfolgt. Vorzugsweise fOhrt die Rekombination der zwei DNAs zu 
einem MAC. Die DNAs weisen in diesem Fall samtliche Element, auf, die fur em 
MAC wichtig sind. Femer konnen Sie ein ode, mehrere Gene aufweisen, deren 
Expression gewunscht wird. Hierzu wird auf vorstehende Ausfuhrungen ver- 
wiesen. Wird z.B. ein MAC aus zwei DNAs kombiniert, kann es gunsng se,n, 
wenn eine der DNAs in linearer und die andere in zirkularer Form vorliegt. 
Uetztere kann ein oder mehrere Gene enthalten, deren Expression gewunsoh, 
wird. Die lineare DNA kann ein Zentrome, und endstandige Telomere enthalten, 
wobei diese entgegengesetz, orientier, sind. Auoh k5nnen die beiden DNAs ,n 
linearer Form vorliegen, wobe, ,ede DNA ein Telomer aufweist, das bei der e.nen 
DNA am linken Ende und bei der anderen DNA am rechten Ende in iewe.ls ande- 
re, orientierung vorliegt. Dee weiteren k6nnen die beiden DNAs in z„kula,er 
Form vorliegen. wobei zur Auebildung eines MAC das zirkulare Rekomb,na,,ons- 
p,„duk, mittels einer Rekombina.ionsspaltung linearisiert warden muS. 

Ein weiterer Gegenstend der vorliegenden Erfindung sind Vektoren, die ein Oder 
mehrere, insbesondere zwei, Telomere enthalten. Solche Vektoren e.gnen s,ch 
zu,Du,chfahrungdeserfindung S gemaaenVe rt ahrens.BevorzugteVek,oren 8 ,nd 

solche, die zwei entgegengesetzt orientiene Telomere, z.B. der Sequenz 
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(TTAGGG) n = 135 , und eine zwischen den Telomer-Anfangen gelegene 
rekombinationsspezifische Sequenz, z.B. lox-Sequenz, aufweisen. Besonders 
bevorzugtsind Vektoren, die ferner zwei Resistenzgene aufweisen, wobei eines, 
z.B. Kanamvcin, zwischen den Telomer-Enden und das andere, z.B. Ampicillin, 
zwischen den Telomer-Anfangen liegt. Auch sind Vektoren bevorzugt, die ferner 
zwischen den Telomer-Anfangen und/oder -Enderi Erkennungssequenzen fur 
seltene und/oder ein bzw. mehrfach schneidende Restriktionsenzyme aufweisen. 
Besonders bevorzugte Vektoren sind der ditelomerische Vektor PTAT und die 
monotelomerischen Vektoren PT1 , PT1L. PT1LA und PT1LAS. Hierzu wird auf 
die Beispiele verwiesen. Die erfindungsgema&en Vektoren konnen als soiche 
Oder in einem Kit vorliegen. Dieser kann ferner eine Rekombinase, wie Cre- oder 
FLP-Rekombinase, und ubliche Hilfsstoffe. wie Puffer, Losungsmittel, etc., 
enthalten. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Bereitsteliung von grower DNA, insbesondere von BACs oder PACs. Ein solches 
Verfahren umfaBt folgende Verfahrensschritte: 

(a) Mischen einer Bakterienkultur mit geschmolzener Agarose, wodurch nach 
Erkalten letzterer Agarose-Blockchen erhalten werden. 

(b) Einfuhren einer oder mehrerer Restriktionsenzyme in die Agarose- 
B.6ckchen, wobei die Restriktionsenzyme nur das bakterielle Chromosom, 
nicht aber die groSe DNA spalten, und 

Durchfuhren einer Gelelektrophorese. wodurch das gespaltene bakterielle 
Chromosom aus den Agarose-B.ockchen entfernt wird. wahrend die groBe 
DNA zuruckgehalten wird. 

Der Ausdruck "geschmo.zene Agarose" weist auf eine sog. "low meKing 
agarose" hin, die bei niedriger Temperatur schmilzt. 



(0 
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Der Ausdruck "Gelelektrophorese" weist darauf hin, daS die Agarose-Blockchen 
einer ublichen Gelelektrophorese, insbesondere einer Pulsfeld-Gelelektrophorese, 
unterzogen werden. Hierzu wird auf die Beispiele verwiesen. 

Der Ausdruck "grofce DNA" umfafit grofce extra chromosomale DNA, z.B. BACs 
oder PACs. 

Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, lange DNA-Konstrukte, 
insbesondere kunstliche Chromosomen, herzustellen. Diese konnen gewunschte 
Gene enthalten. Ferner konnen sie lange Zeit in stabiler Weise gelagert werden. 
Des weiteren konnen sie beliebig variiert und neuen Erfordernissen schnell 
angepafct werden. Es wird auf die Beispiele explizit verwiesen. Die vorliegende 
Erfindung stellt somit einen Durchbruch in der gezielten Therapie von defekten 
Genen dar. 



Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 : Bereitstellung von konzentrierter, intakter PAC-DNA in Agarosegel- 

Blockchen. Pulsfeld-Gelelektrophorese in 1% Agarose und an- 
schliefcender Ethidiumbromid-Farbung zur Uberprufung der Spaltung 
der E. coli-Chromosomen mit der selten schneidenden Restriktions- 
nuklease Ascl. Die ungespaltene, zirkulare, intakte PAC-DNA, die 
wahrendder Pulsfeldgelektrophorese(16h, 200V, 5-20s Umschalt- 
zeit, 12°C, 0,5xTAE-Puffer) nicht wandert, verbleibt in den Block- 
chen {5 Blockchen des alpha-Satelliten-PACs von Chromosom X 
mit einer Lange von 125 Kb), die vor der Farbung aus der Gel- 
tasche (Pfeil) entnommen und in TE gelagert werden. Auf diese 
Weise bleibt wahrend der Abtrennung der E. coli-DNA die hohe 
Konzentration der PAC-DNA in den Blockchen unverandert. 1 13 des 
Blockchenvolumens entspricht dem Anteil an Bakterien, die je nach 
Kopiezahl (mit oder ohne Induktion des lytischen Replikons der 
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PACs durch IPTG) etwa 2,5 bis 10 PAC-Molekiile pro Zelle tragen. 
Das E. coli-Chromosom ist etwa 24fach grofcer als ein PAC-Klon 
von 200 Kilobasen. Werden die PACs als "unit copy" Plasmide 
(gleiche Kopiezahl wie das E. coli Chromosom) ohne Induktion des 
lytischen Replikons mit IPTG verwendet, so kann bis zu etwa 1/24 
der zu sehenden Menge (zu sehen ist das fragmentierte E. coli- 
Chromosom) als intakte PAC-DNA in dem Blockchen erwartet wer- 
den. Das sind sehr groBe Mengen intakter DNA, die eine weitere in 
vitro Manipulation dieser langen Molekule ermoglichen. 

Fig. 2: Pulsfeld-Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid gefarbt. Die mit 
BssHII linearisierten alpha-Satelliten-PACs vom Chromosom X 
(Bahnen 1-3, 125 kb) und Chromosom 17 (Bahnen 4-6, 140 kb) 
wurden mit einem Mlul-Fragment kombiniert, das den menschlichen 
HPRT-Genlokus enthalt (Bahnen 1-6, 95 kb). Die langen Rekombi- 
nationsprodukte mit den voraussagbaren Langen von 21 6 und 231 
kb sind nicht in den Kontrollen ohne Cre-Rekombinase zu sehen 
(Bahnen 1 und 4) und sind klar sichtbar in Gegenwart der Cre- 
Rekombinase (Bahnen 2 und 5, in Gegenwart von 1% LMP Aga- 
rose). Reaktionen, in denen das Reakt.onsgemisch starker mit der 
wassrigen Losung (CreSS Puffer) verdunnt wurde, enthielten eine 
LMP-Agarose-Konzentration von etwa 0,6% sowie eine ent- 
sprechend verringerte DNA-Konzentration (Bahnen 3 und 6). Die 
geringere Effizienz in den verdiinnten Rekombinationsreakfonen 
weist darauf hin, dad eine passende Agarose-Konzentration und 
noheDNA-Konzentrationenentscheidendsind. Bahn 7, 24kb-Le,ter 
auS einer ha.ben 1mm starken Scheibe des MidRange PFG Marker 
il (New England Biolabs). 

Sequenzspezifische Rekombination in einer Agarose-Gelmatrix: 
Schema der Rekombinations-Substrate (oben) und Produkte 
(unten). Die lox-Ste.le (Dreieck), die in der PAC-Vektor-DNA 
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vorhanden ist (breites Rechteck), rekombiniert in einer Agarosegel- 
Matrix in Gegenwart von Cre-Rekombinase. Alpha-Satelliten-DNA- 
PACs von den menschlichen Chromosomen X (125 kb) und 17 
(140 kb), die mit BssHII (Bs) linearisiert wurden, werden mit einem 
95 kb Mlul (Ml)-Fragment, das von einem 175 kb PAC stammt, der 
den intakten menschlichen HPRT-Genlokusenthalt, verbunden. Der 
Pfeil deutet die Richtung des primaren Transkripts (schmales 
Rechteck) von 42 kb an. Mlu Fragmente, die keine lox-Stelle 
enthalten, sind nicht als Produkte gezeigt. Das kleine Rekombi- 
nationsprodukt, das aus 4 kb uberlappender PAC-Vektor-Sequenz 
entstand. hat das Pulsfeid-Gel (in Fig. 2) verlassen. 

Fig. 4: Test zur Eignung der mutierten lox-Stelle aus PCYPAC2N fur den 
Einsatz in eine effiziente in vitro Rekombination. Agarosegel- 
elektrophorese und anschlie&ender Southernblot. Hybridisiert wurde 
mit einem 110 Bp PCR-Fragment als Probe, das mit den Primern 
LPF und LPR aus PAC-DNA amplifiziert wurde. Die PAC-DNA 
wurde mit den Restritionsnukleasen EcoRI (Bahn 1) und Hindlll 
(Bahn 2) gespalten, phenolisiert und aquimolar vermischt. Die 
Fragmentgemische wurden nach Standardmethoden (NENZYMES, 
DuPont) in Abwesenheit (Bahn 3) und in Anwesenheit (Bahn 4) von 
Cre-Rekombinase (0,9 mg/ml) inkubiert. Es sind deutlich erkennbar 
Rekombinationsprodukte mit der voraussagbaren Lange von 1 kb 
und 4,9 kb entstanden. Aus dem geschatzten Verhaltnis der Sub- 
stratbanden zu den Produktbanden, geht hervor, daS die in vitro 
Effizienz dieser mutierten lox-Sequenz des PAC-Vektors (Sequenz 
Positionen 2016-2049 der Genbank Acc. Nr. U09128) mit der in 
vitro Effizienz der original loxP-Sequenz vergleichbar ist. 

Fig 5- Karte der verwendeten Ausgangsplasmide fur die Klonierung der 
monotelomerischen Vektoren PT1 , PT1 L, PT1 LA, PT1 LAS und des 
ditelomerischen Vektors PTAT. 



WO 98/53056 



PCTYDE98/01421 



10 



15 



20 



25 



30 



- 8 - 

PCYPAC2N-ApUC wurde wahrend der Isolierung von alpha-Satelli- 
ten-Klonen aus der PAC Bank (Pieter J. deJong, loannou, P. A. 
1 994 Nat. Genet. 6: 84-89) mit der alpha-Satelliten-DNA-Probe X5 
(Waye, J.S., et al. 1985 Nucleic Acids Res. 13: 2731-2743) als 
Vektor ohne Insert isoliert. Die Klonierstelle BamHI und mehrere 
umgebende Restritionsstellen (Notl, EcoRI, Hindlll) wurden uber- 
pruft und Rekombinationen wurden ausgeschlofcen. Ferner sind die 
Klone weiterhin sensitiv gegeniiber saccharosehaltigem Medium, 
was auf ein intaktes sacB-Gen und seines jenseits der Klonierstelle 
(BamHI, Nukleotid Position 1 in Genbank Acc. U09128) gelegenen 
Promotors schliefcen laSt. Die lox-Stelle (schwarzes Dreieck) 
stammt aus einem Vorlaufervektor (pADIOSacBII), aus dem der 
PAC-Vektor entwickelt wurde. Sie hat keine Funktion in PACs und 
unterscheidet sich von der ursprunglich veroffentlichten loxP- 
Sequenz (Sequenz Positionen 2016-2049 der Genbank Acc. Nr. 
U09128). Das lytische Replikon des P1 Phagen ist mit IPTG in- 
duzierbar. Dargestellt sind die Restriktions Stellen Narl (Nukleotid 
Pos. 11991 in U09128), Spel (Pos. 1605 in U09128), BstXI (Pos. 
2917 in U09128) und Bfrl {Pos. 3309 in U09128), die fur weitere 
Klonierungen verwendet wurden. Der "multicopy" Plasmidvektor 
pSXNeo135lsce wurde zuvor mit einer synthetischen Iscel-Stelle 
aus komplementaren Oligonukleotiden ausgestattet (Oligos G438 
und G439). Er enthalt 135 repetitive Einheiten der TTAGGG 
Sequenz in Tandem-Reihenfolge (deLange T., et al. 1 990 Mol. Cell. 
Biol. 10: 51 8-527), deren Funktion, de novo Telomere zu bilden, in 
TACF-Experimenten bestatigt wurde. Mit den Primern ASal und 
ABs wurde das Ampicillin-Resistenzgen aus dem Vektor SP73 
(zwischen Nukleotidposition 939-2202 der Genbank Acc. Nr. 
X65333) amplifiziert. Durch Wahl dieser Primerpositionen wurde 
sichergestellt, daB das Gen Transkriptions-Terminationssignale in 
seinem 3' Ende enthalt, aber der auf pBR basierende Replikations- 
ursprung mit vielen Kopien pro Zelle (ori) ausgeschloBen wird. Die 
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Telomersequenz kann zusammen mit den am Telomersequenz-Ende 
liegenden Notl- und Iscel-Stellen unter Verwendung von Clal und 
Xbal herausgespalten werden, und mit gegebener Orientierung in 
geeignete Spaltstellen kloniert werden. 

5 

Fig. 6: Karte des monotelomerischen Vektors PT1 . Durch Herausspalten 
des lytischen Replikons und der Klonierstelle des PAC-Vektors 
PCYPAC2N-ApUC unter Anwendung der Restriktionsnukleasen Narl 
und Spel entsteht ein 10,3 kb Fragment, das nur noch das "unit- 
10 C opy"-P1-Phagen-Replikon, das Kanamycin-Resistenzgen und die 

iox Stelle des PAC-Vektors enthalt. Es hat geeignete Enden fur die 
Klonierung der Xbal/Clal herausgespaltenen 0,9 kb Telomer- 
sequenz. Durch Ligierung gehen an beiden Enden samtliche Restrik- 
tionserkennungssequenzenverloren, so da&die erneute Klonierung 
15 der gleichen Telomersequenz aus der identischen Gelelutions- 

Praparation an einer anderen Stelle moglich wird. Dieser Vektor ist 
geeignet, urn lange genomische Fragmente in die singulare Restrik- 
tionsstelle Nhel (zwischen Tel 1 35 und Iox, nicht dargestellt, an der 
Nukleotid Position 1716 in Genbank Acc. U09128) zu klonieren 
und fur die Kombination mit einer zweiten, eine Telomersequenz 
tragenden Komponente zu verwenden. 

Fig. 7: Karte des monotelomerischen Vektors PT1L. Durch Spalten des 

Plasmids PT1 mit Bfrl (Nukleotid Position 3309 in Genbank Acc. 
U09128) und BstXI (Nukleotid Position 2917 in Genbank Acc. 
U091 28) wurde die gerichtete Klonierung des dazu synthetisierten 
Linkers moglich. Die komplementaren Oligonukleotide PT21 und 
PT22 dienen zur Herstellung des Linkers mit geeigneten Restrik- 
tionsstellen fur die Klonierung des Amp-Gens und der zweiten, 
30 identischen Telomersequenz in entgegengesetzter Richtung. Durch 

die Klonierung des Linkers blieb wie vorgesehen die Bfrl-Stelle 
erhalten, wahrend die BstXI-Stelle verschwand. Dieser Vektor ist 
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geeignet, urn lange genomische Fragmente in die singulare Restrik- 
tionsstelle Nhel (zwischen Tel 1 35 und lox, nicht dargestellt, an der 
Nukleotid Position 1716 in Genbank Acc. U09128) zu klonieren 
und fur die Kombination mit einer zweiten, eine Telomersequenz 
tragenden Komponente zu verwenden. 

Fig. 8: Oberprufung der neu integrierten Restriktionsstellen von zwei 
Kionen aus der PT1 L-Klonierung. Klon Nr. 8: Bahnen 1-9, Klon Nr. 
12: Bahnen 12-20. Bahnen 1,12: ungespaltene Plasmid DNA. 
Bahnen 2,13: Notl; Bahnen 3,14: Notl und Xbal; Bahnen 4,15: 
Xbal; Bahnen 5,16: Sail; Bahnen 6,17: BamHI; Bahnen 7,18: Bfrl; 
Bahnen 8,19: Narl; Bahnen 9,20: BssHII. Bahnen 10,11: 1kb- 
ladder Langenstandard von Gibco BRL, die oberste Bande ent- 
spricht 12 kb. Die Spaltung der Narl-Stelle wurde erst durch 
Hinzufiigen von pBR328 DNA als Aktivator fur die Nuklease mog- 
lich (vgl. Fig. 11). 



Fig. 9: 

20 



25 



30 



Karte der monotelomerischen Vektoren PT1LA und PT1LAS. Mit 
den Primern ABs und ASal wurde ein 1260 Bp Fragment, das das 
Ampicillin-Resistenzgen enthalt (entspricht Positionen 939 - 2202 
Genbank Acc. X65333), aus dem Vektor pSXneol 35lscel amplifi- 
ziert und mit den Restriktionsnukleasen BssHII und Sail, deren 
Stellen mit modifizierten Primersequenzen geschaffen wurden, 
gespalten. Das gespaltene, geleluierte PCR-Fragment wurde mit 
dem BssHII und Sail gespaltenen, geleluierten Plasmid PT1L ligiert 
und kloniert. Es entstand das geplante Produkt PT1LA und ein 
weiteres Produkt PT1 LAS, das eine zusatzliche Sequenz von 1 ,8 kb 
(spacer) integriert hat. Durch die zusatzliche Sequenz (spacer) 
wurde eine weitere Nhel-Stelle eingebracht. PT1LA ist geeignet, 
urn lange genomische Fragmente in die singulare Restriktionsstelle 
Nhel (zwischen Tel 135 und lox, Nukleotid Position 1716 in 
Genbank Acc. U09128) zu klonieren und fur die Kombination mit 
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einer zweiten, eine Telomersequenz tragenden Komponente zu ver- 
wenden. 

Fig. 10: Uberprufung der Vektoren PT1LA und PT1LAS durch Restriktions- 
5 analyse. Agarosegelelektrophorese (0,8%) und Ethidiumbromid- 

Farbung. Bahnen 1-5: PT1LA; Bahnen 6-10: PT1LAS; Bahnen 1,6: 
ungespaltene Plasmid DNA; Bahnen 2,7: BamHl; Bahnen 3,8: Notl; 
Bahnen 4,9: Notl und Xbal; Bahnen 5,10: Xbal; Bahn 11: 1 kb 
ladeder, Gibco BRL. Das kleine BamHI-Fragment und das kleine 
10 Notl/Xbal-Fragment sowie die Gesamtiange ist in PT1LAS um 1,8 

Kb langer als in PT1LA. Die Differenz zwischen den kleinen BamHI- 
Fragmenten und den kleinen Notl/Xbal-Fragmenten beider Vektoren 
entspricht der vollen Lange des 0,9 Kb Telomerfragments. 

15 Fig. 11: Aktivierung der Narl-Spaltung in Gegenwart groBer Mengen an 
pBR328. Die mit dem synthetischen Linker eingebrachte Narl-Stelle 
laSt sich nicht mit Narl spalten, solange keine unterstutzende Nari- 
Stelle in cis oder trans angeboten wird. Bahnen 1-3: PT1LAS; 1: 
mit Narl alleine gespalten (ungespalten); 2: mit Narl gespalten 

20 nachdem zehnf acher Uberschufc an pBR328 Plasmid hinzugemischt 

wurde; 3: mit Narl + pBR328 und Sail gespalten; Bahnen 4-6: 
PT1LA; 4: mit Narl alleine gespalten (ungespalten); 5: mit Narl 
gespalten nachdem zehnfacher OberschuR an pBR328 Plasmid hin- 
zugemischt wurde; 6: mit Narl + pBR328 und Sail gespalten; Bahn 

25 7: Langenstandard 1 Kb ladder (Gibco BRL). Somit wurde die 

Lokalisation und die Verfugbarkeit der eingebrachten Narl-Stelle 
uberpriift. 

Fig. 1 2: Uberprufung der T4-DNA-Ligierung des zweiten Telomerfragments 
30 an PT1LAS. 50% des Ligierungsansatzes wurde fur 24 h bei 30 V 

in 0,8% Agarose aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. 
Bahn 4: Das Reaktionsgemisch ohne Ligase. Bahn 5: mit Ligase. 
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Das 13,9 kb Narl/Xbal-Fragment hat Monomere (Pfeil) und 
Oligomere des 0,9 kb Clal/Xbal-Telomerfragments aufgenommen. 
Bahn 1 : 1 kb ladder, Gibco BRL, die oberste Bande entspricht einer 
Lange von 1 2 kb. 

5 

Fig. 1 3: Karte des ditelomerischen Vektors PTAT. Zur Einfuhrung der zwei- 
ten Telomersequenz, die aus der identischen Aufbereitung des be- 
reits fur die Klonierung der ersten Telomersequenz verwendeten 
Materials stammt, und somit Xbal- und Clal-Enden fur die ge- 
10 richtete Integration enthielt, wurde der Vektor PT1LAS mit den 

Restriktionsnukleasen Narl und Xbal an den neu integrierten Er- 
kennungsstellen gespalten. Die Spaltung der Narl-Stelle des 
eingefuhrten Linkers muftte durch Zugabe einer zehnfachen Menge 
von pBR328-DNA aktiviert werden. Durch Ligierung gehen die Narl- 
15 und Clal-Stellen verloren, wahrend die Xbal-Stelle erhalten bleibt. 

Die auf dem 0,9 Kb Fragment unmittelbar an den Telomersequenz- 
Enden liegenden Restriktionsspaltstellen Notl (8 Bp, selten vor- 
kommende Erkennungssequenz) und Iscel (17 Bp Konsensus- 
sequenz, die praktisch nicht vorkommt, schneidet wahrscheinlich 
20 kein einziges mal im menschlichen Genom) liegen in beiden Fallen 

in geplanter Orientierung. 

Fig. 14: Restriktionskarte des ditelomerischen Vektor Prototyps PTAT. Die 
dargestellten Restriktionsschnittstellen dienen zur Uberprufung der 

25 Klonierungen. Die beiden Notl-Stellen (8Bp rare cutter), sowie die 

Iscel-Stelle (die 17 Bp Erkennungssequenz ist extrem selten 
anzutreffen, das menschliche Genom enthalt wahrscheinlich keine 
einzige Iscel-Stelle) wurden zusammen mit den Telomersequenzen 
(TTAGGG) n = 1 35 auf einem 0,9 Kilobasen langen Fragment inte- 

30 griert. Die Pfeilspitzen der Telomersequenzen (Tel 135) zeigen die 

Richtung von 5' nach 3' des G-reichen Stranges. Das Vorhanden- 
sein der BamHI-Stellen an den Anfangen der Telomersequenzen 
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und der Xbal-Stelle am Anfang der unteren Teiomersequenz, die 
ebenfalls von dem verwendeten 0,9 kb Telomer-Fragment stam- 
men, sowie die erhaltenen Langen von 0,9 kb dienen als Beweis, 
dafc die Telomersequenzen vollstandig, ohne Deletion integriert 
5 wurden. Die Abstandshalter-Sequenz von 1,8 kb (spacer) ist in 

einem Klon wahrend der Klonierung des Ampiciliin-Resistenzgens 
spontan aufgetreten. Die Schnittstellen der Restriktionsnukleasen 
Accl, Bfrl, Nhel sind in der Anordnung, wie sie im Spacer auftreten, 
nicht in einem der verwendeten Ausgangsklone (PCYPAC2N-ApUC, 
10 pSXNeo135iscel) anzutreffen. Die Herkunft der Spacer-DNA ist 

nicht bekannt, sie konnte aus dem verwendeten E. coli-Stamm her- 
ruhren. Mit dem Vektor PT1 LA, der nur das Ampicillin-Resistenzgen 
und keinen Spacer enthalt, ist die Klonierung der zweiten Teiomer- 
sequenz nicht gegiuckt. Die restriktionskartierte Spacer-Sequenz 
1 5 konnte stabilisierend auf ein ditelomerisches Plasmid wirken. Zur 

weiteren Uberprufung der Struktur wurden PCRs durchgefuhrt. Fol- 
gende Primerpaare ergaben die erwarteten Produkte: Kr und Kf; Kr 
und G439; G438 und LPF; LPF und LPR; LPR und ABs; ASal und 
ABs; die lange PCR ASal und G438 ergab kein Produkt (1 min 
20 95°C, 1 min 62°C, 4 min 72°C, 25 Zyklen, Taq Polymerase mit 

Hersteller-Puffer von Amersham). 

Fig. 15: Uberprufung der Integritat des ditelomerischen Vektors PTAT 
mittels Restriktionsanalyse: Agarosegelelektrophorese 0,8% und 

25 Ethidiumbromid-Farbung. Bahnen 1,19: 1 kb ladder (Gibco BRL); 

Bahn 2: ungespaltene Plasmid DNA; Bahnen 3-18: gespaltene 
Plasmid-DNA mit den Enzymen: 3: Bfrl; 4: Bfrl und Nhel; 5: Nhel; 
6:Xbal; 7: Xbal und Sail; 8: Sail; 9: Sail und BssHII; 10: BssHII; 
11: Accl; 12: BamHI; 13: BamHI und Sail; 14: Notl und Sail; 15: 

30 Notl und Acel; 16: Notl und Nhel; 17: Notl und BssHII; 18: Notl. 

Bei vielen Spaltungen sind unscharf begrenzte Banden mit Lauf- 
langen urn 8-9 kb zu sehen. Diese Banden, sowie die vorausgesag- 
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ten Fragmente mit telomerischen Sequenzen, hybridisieren mit dem 
0,9 Kb Telomerfragment als Probe. Die Spacer-DNA zeigt unspezi- 
fische Signale mit der Telomerfragment-Probe (Ergebnis nicht dar- 
gestellt). Alle Spaltungen entsprechen der geplanten Struktur des 
Vektors PTAT. In Bahn 20 wurde die Herausspaltbarkeit des di- 
telomerischen Fragments von 6,1 Kilobasen (Pfeil) mit der unmittel- 
bar an den Enden der Telomersequenzen liegenden Nuklease Iscel, 
die mit ihrer 1 7 Bp Erkennungssequenz auBerst selten vorkommt, 
nachgewiesen. 



10 



Fig. 16: Die Nukleotid-Sequenzen der synthetischen Primer, die zur 
Klonierung und Uberprufung der Klonierung von PTAT und seinen 
Vorlaufern dienten. 

15 

Fig. 1 7: Durch Spaltung des Vektors PTAT mit der extrem selten schneiden- 
den Restriktionsnuklease Iscel oder der selten schneidenden Re- 
striktionsnuklease Notl wird ein 6,1 Kilobasen langes ditelome- 
risches Fragment mit jeweils nach auSen weisenden, terminalen 
20 Telomersequenzen (TTAGGG)n = 1 35 erhalten. Aus TACF-Experi- 

menten ist bekannt, dafc auch de novo Telomere gebildet werden, 
wenn sich aulierhalb des Telomersequenz-Endes weitere DNA-Ab- 
schnitte befinden. Demnach kommen auch andere Schnittstellen, 
die zum Beispiel in PTAT nur einmal zwischen den Telomersequenz- 
25 Enden schneiden, als Nukleasen zur Freigabe der Telomersequenzen 

in Betracht. Es bestehen verschiedene Moglichkeiten, zusatzliche 
DNA Abschnitte zwischen die Telomere zu klonieren. Eine kleine 
Auswahl an geeigneten Schnittstellen, die nur einmal im Vektor 
PTAT schneiden, ist dargestellt (Sail, BssHII, Xbal). Dariiber hinaus 
30 S jnd weitere Restriktionsstellen vorhanden, die fur partiellen oder 

vollstandigen Austausch des intertelomerischen Abschnitts verwen- 
det werden konnen. 
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Fig. 18: Die Klonierung einer chromosomalen Komponente, die aus einem 
Chromosomenarm mit einem Gen (G) besteht, in den ditelomeri- 
schen Vektor PTAT oder seine Abkbmmlinge, ermoglicht die freie 
Wahl der Zentromer-Komponente (Z) und ihre Insertion in einem 
einzigen in vitro Schritt. Das Rekombinationsprodukt besteht aus 
zusammengefugtem, identischen Material, das nicht erneut analy- 
siert werden muB. 

Fig. 19: Die Klonierung einer Zentromer-Komponente (Z) in den mit einem 
oder mehreren Markern (M) ausgestatteten, ditelomerischen Vektor 
fuhrt zum MAC-Basis-Konstrukt TZT. Es ermoglicht die Kombina- 
tion einer beliebigen, zirkularen Komponente (G). Somit konnen 
verschiedene therapeutische Gene mittels IGSSR in einem einzigen 
in vitro Schritt in das Basis-MAC-Konstrukt inseriert werden. Aus 
der Kenntnis der Struktur der beiden Substrate ergibt sich die 
exakte Struktur des produzierten MAC-Konstrukts, ohne weitere 
Analysen zu benotigen. 



Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert: 

Beispiel 1: Kombination von PACs mittels lox-Cre-Rekombinase in geschmolze- 
ner Agarose. 

Es wird eine Rekombination durchgefuhrt, in der ein 1 20 kb langer 
alpha-Satelliten-DNA-PAC-Klon von Chromosom X und ein 140 kb 
langer alpha-Satelliten-DNA-PAC-Klon von Chromosom 1 7 zusam- 
men mit einem 95 kb langen HPRKHypoxanthin-Phosphoribosyl- 
transferase)-Genfragment verwendet werden. 



(A) Bereitstellung von PAC-DNA mittels Agarose-Blockchen. 
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Die PAC Klone werden in einem End-Kulturvolumen von 100 
ml LB Medium propagiert (Kanamycin Selektion, IPTG Induk- 
tion). Es werden Bakterien-Blockchen in Agarose hergestellt 
(Smith, C.L. et al. 1988 In Davies, K.E. Genome Analysis, 
IRL Press, Oxford, 41-49). Urn besonders hohe DNA-Kon- 
zentrationen zu erzielen, wird 1 Volumen Bakterien-Nieder- 
schlag mit 2 Volumen einer 2%igen LMP-Agarose (low 
melting point agarose, Gibco BRL) vermengt. Alle Puffer und 
Losungen werden aus destilliertem Wasser angefertigt, das 
0,1 mM EGTA enthalt. Um das E. coli-Chromosom zu frag- 
mentieren, wahrend das PAC intakt bleibt, wird die im 
Blockchen befindliche DNA mit einer Restriktionsnuklease 
behandelt, die nicht im PAC aber im E. coli-Chromosom 
schneidet (in diesem Fall AscI). Die Restriktionsspaltung wird 
im Hersteller-Puffer durchgefuhrt, dem 0,75 mM Sper- 
midin/3HCI und 0,3 mM Spermin/4HCI zugefugt wird. An- 
schlieftend erfolgt Proteinase-K-Behandlung der Blockchen. 
Die Blockchen werden auf ein 1 %iges Agarosegel fur Puls- 
feld-Gelelektrophorese geladen, das nicht mit geschmolzener 
Agarose versiegelt wird. Nach einer 16-stundigen Laufzeit 
bei 200 V mit einer ansteigenden Schaltzeit von 5-20 s in 
0,5 x TAE Puffer bei 12°C werden die Blockchen, die zir- 
kulare PAC DNA enthalten, wieder aus den Geltaschen be- 
freit und in TE bei 4 q C gelagert. Zur Beurteilung der voll- 
standigen Spaltung der E. coli-Chromosomen wird das Gel 
mit Ethidiumbromid gefarbt. Die E. coli-Fragmente zeigen ein 
Muster zeigen, das sich in deutlichem Abstand von den Gel- 
taschen befindet (Fig. 1). Die Blockchen enthalten grofce 
Plasmide mit einer Konzentration, die bis zu 1/3 der Kon- 
zentration der jeweiligen Plasmid-DNA in E. coli entspricht 
(etwa 1-5 PAC-Molekule/1Bakterien-Volumen). 
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Kombination der PAC-Klone mittels lox-Cre-Rekombinase in 
geschmolzener Agarose. 

Die zu verbindenden PACs werden restriktionskartiert und 
mit ausgewahlten Restriktionsnukleasen gespalten, urn Frag- 
mente zu erzeugen, die in der iox Stelle uberlappen und in 
entgegengesetzte Richtungen weisen. Von vielen moglichen 
Nukleasen wurde BssHII fur die alpha-Satelliten-PACs und 
Mlul fur den HPRT-Gen-PAC verwendet (Fig. 3). Vollstandige 
Spaitung wird mit 1/10 eines Blockchens (etwa 15 a/I), das 
aus der Mitte des Blockchens herausgeschnitten wurde, 
mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese und Ethidiumbromid- 
Farbung kontroliiert. Die 9/10 beider Blockchen mit der zu 
verbindenden DNA werden 4 x 30 min in CreSS Puffer (50 
mM Tris/HCI pH 7,4, 10 mM MgCI2, 30 mM NaCI, 0,75 mM 
Spermidin/3HCI, 0,3 mM Spermin/4HC!) inkubiert und an- 
schliefcend mit 130 //I CreSS Puffer in einem 1,5 ml Reak- 
tionsgefafS vereint. Dadurch entsteht ein Volumen von ca. 
400 //I und eine LMP-Agarose-Konzentration von ca. 1%. 
Das Gemisch wird fur 10 min bei 67°C unter vorsichtigem 
Ruhren mit einer Pipettenspitze inkubiert. AnschlieBend wird 
fur 5 min bei 42°C inkubiert. Danach wird BSA (Bovines 
Serum Albumin, 4 //I einer 10mg/ml Losung) und DTT (0,4 /vl 
einer 1M Losung) unter vorsichtigem Ruhren dazugegeben. 
Fur die nachsten 30 min wird weiterhin bei 42°C inkubiert 
und mehrmals vorsichtig geruhrt. Urn eine Kontrolle des 
Materials ohne Rekombination zu erhalten, werden 80 fj\ mit 
einer Pipettenspitze mit weiter Bohrung (ca 3mm) vorsichtig 
in eine Blockchenform ubertragen. Wahrend der nachsten 30 
min wird die Inkubations-Temperatur unter wiederholter Zu- 
gabe von 1 fj\ Cre-Rekombinase (0,9 mg/ml) und jeweils an- 
schlieliendem vorsichtigen, aber ausdauernden Ruhren, bis 



WO 98/53056 



PCT/DE98/01421 



- 18 - 

insgesamt 6 jtfl Cre hinzugefiigt wurden, schrittweise auf 
37°C gesenkt. Das Reaktionsgemisch wird fur zwei min er- 
neut auf 39°C erwarmt und unter Verwendung von vorge- 
warmten Pipettenspit2en (45 °C) mit weiter Bohrung (3mm) 

5 vorsichtig in vorgewarmte Blockchenformen (40°C) ge- 

bracht, die sich in einer isolierten Kammer befinden. Dabei 
muS darauf geachtet werden, dafc das Reaktionsgemisch 
nicht unter 30°C abkuhlt, was zum Erstarren der Agarose 
fuhren wurde. Das weiterhin geschmolzene Reaktions- 

0 gemisch wird anschliefcend fur 30 min bei 37 °C und fur 30 

min bei 32°C inkubiert. Durch Abkuhlen auf Raumtenperatur 
erstarren die Blockchen. Die Blockchen werden mit Pro- 
teinase-^ behandelt und konnen im Proteinase-K Puffer 
(enthalt SDS und EDTA, fur langfristige Lagerung fur 

1 5 mehrere Monate) Oder in TE gelagert werden. 1/4 eines 

resultierenden Blockchens wird mittels Pulsf eld-Gel- 
elektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung analysiert (Fig. 
2). 

20 Es wird darauf hingewiesen, daft auch eine andere sequenz- 

spezifische Rekombination, z.B. uber die FLP-Rekombinase 
mit der Erkennungssequenz FRT, durchgefuhrt werden kann. 

25 Beispiel 2: Herstellung erfindungsgemalSer Vektoren. 

(A) Herstellung des monotelomerischen Vektors PT1. 

Aus dem PAC-Vektor PCYPAC2N (Fig. 5) wurde ein "unit- 
30 copy"-Plasmid hergestellt. Ferner wurde die Vielzahl der 

Restriktionsnukleasen-Spaltstellen reduziert. Hierzu wurde 
das lytische Replikon des PAC-Vektors zusammen mit der 
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Klonierstelle entfernt. Auf diese Weise bleibt das P1 -Phagen- 
Replikon, das Kanamycin-Resistenzgen und die iox-Stelle auf 
einem Fragment erhalten. Die iox Stelle stammt aus Vor- 
iauferklonen des Vektors PCYPAC2N und ist als Klonier- 
5 Uberbleibsel ohne Funktion fur PACs noch vorhanden. In 

einer in vivo Reaktion wurden zwei lox-Stellen fur die 
Herstellung des PAC-Vektors zusammengefugt. Urn die Eig- 
nung der in PACs vorhandenen Iox-Stelle als funktioneller 
Rekombinationsort fur eine effiziente Rekombination in 
10 geschmolzener Agarose zu prufen, wurden in vitro Rekom- 

binationstests durchgefuhrt. Dies wurde insbesondere wich- 
tig, da die Sequenz der Iox Stelie im PAC Vektor sich von 
der ursprunglich veroffentlichten lox-Sequenz unterscheidet 
{Sequenz Positionen 2016-2049 der Genbank Acc. Nr. 
15 U09128) und eine effiziente in vitro Rekombination dieser 

Sequenz nicht bekannt war (Fig. 4). Fur die Klonierung der 
ersten Telomersequenz wurde die PAC-Vektor-DNA mit den 
Restriktionsnukleasen Narl und Spel gespalten (Boehringer 
Enzyme und Puffer). Anschlie&end wurde die DNA durch 
20 Ethanolprazipitation gereinigt, in Puffer fur alkalische 

Phosphatase aufgenommen und fur 30 min dephosphoryliert 
(Boehringer). Nach einmaliger Phenolisierung wurde das 1 0,3 
Kb Fragment nach 12h Gellauf bei 30V in 0,5xTAE aus 
einem 1% Agarosegel (LMP-Agarose, Gibco BRL) unter 
25 Vermeidung von UV-Bestrahlung eluiert, mit Geneclean-Kit 

gereinigt und in TE aufgenommen. Etwa 10 ng DNA wurden 
mit dem geleluierten Clal/Xbal Telomer-Fragment von 0,9 
Kb, das in mehrfachem Oberschuft verwendet wurde, uber 
Nacht bei 4-20°C mit T4-DNA-Ligase in entsprechendem 
30 Puffer in einem Volumen von 30 //I ligiert. 50% des 

Ligierungsansatzes wurden mittels Agarosegelelektrophorese 
und Ethidiumbromid-Farbung analysiert. Die anderen 50 % 
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wurden fur 2h gegen destilliertes Wasser dialysiert (Tropfen- 
Dialysier-Membran, Gibco BRL) und zur Transformation von 
40 /;! elektrokompetenten Zellen (EiectroMAX DH10B Cells, 
Gibco BRL) verwendet. Die Transformation erfolgte in einer 
5 1 00fj\ Kuvette bei 1 ,8 KV durch Elektroporation, Kanamycin- 

resistente Klone (30/yg/ml) wurden mittels PCR aus Bak- 
terienkolonien auf Anwesenheit des Telomerfragments 
getestet. Dafur wurden die Primer LPF und G438 verwendet 
(62°C, 30 Zyklen, Taq-Polymerase; vgl. Fig. 14 und 16). 
10 Das erwartete 1,3 Kb Produkt war nicht zu sehen. Statt 

dessen hatte jeder der 7 resistenten Klone ein Gemisch aus 
PCR-Produkten mit Langen von 600 bis 800 Bp. Durch an- 
schlieftende Restriktionskartierung aus isolierter Plasmid- 
DNA konnte gezeigt werden, daS alle Klone die voile Lange 
15 des ursprunglichen Telomerfragments von 0,9 kb besitzen. 

Die Reduktion der Lange wahrend einer PCR-Amplifikation, 
die die Telomersequenz uberspannt, wurde bereits in dem 
Ausgangsklon pSXneo135 (Fig. 5) beobachtet. Sie ist auf 
die besondere, repetitive Beschaffenheit der Telomersequenz 
20 zuruckzufuhren. Sind die (TTAGGG) Einheiten untereinander 

streng homolog, wird das PCR-Produkt kaum langer als 400 
Bp (plus umliegende Sequenzen), unabhangig davon, wie 
lang die eigentliche Telomersequenz ist. Dieses besondere 
PCR-Verhalten der streng homologen Telomersequenzen 
25 kann diagnostisch geniitzt werden, urn die GCite der 

Telomersequenz zu uberpriifen, wenn in einer Restriktions- 
kartierung gleichzeitig die voile Lange nachgewiesen wird. 
Urn aus den Bakterien, die "unit copy" Plasmide tragen und 
somit bis zu 50 mal weniger Plasmid-Molekule besitzen als 
30 etwa herkommliche pUC-Vektoren, ausreichende Mengen 

DNA fur ihre Restriktionsanalyse und eine anschlieBende 
Klonierung zu gewinnen, wurden 600 ml LB-Kulturen fur die 
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alkalische Lyse-lsolierung verarbeitet. Eine Karte des Vektors 
PT1 ist in Fig. 6 dargestellt. 



10 



15 
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(B) Herstellung des monotelomerischen Vektors PT1L durch 
Integration eines synthetischen Linkers in PT1 . 

Fur die spatere Integration eines zweiten Resistenzgens 
(Amp) und der zweiten Telomersequenz sowie der Verfug- 
barkeit von einmal schneidenden Restriktionsstellen zur 
Klonierung von genomischen Fragmenten (Gen/Zentromer) 
oder eines selektionierbaren Markergens zwischen die 
Telomersequenzen, wurde ein Linker zwischen lox-Stelle und 
P1-Replikon integriert (Fig. 7). Um die gleiche Telomer- 
fragment-Praparation verwenden zu konnen, die zur Klonie- 
rung von PT1 fuhrte, wurde eine Narl-Stelle und eine Xbal- 
Stelle eingebracht. Fur die Integration des Amp-Gens und 
gleichzeitig fur das Vorhandensein von selten schneidenden 
Restriktionsstellen wurde eine BssHII- und eine Sall-Stelle 
eingebracht. Zwei synthetische Oligonukleotide PT21 und 
PT22 ergeben einen doppelstrangigen Linker fur diesen 
Zweck (Sequenzen in Fig. 16). Die uberhangenden Enden 
des Linkers werden in gegebener Orientierung in die sin- 
gularen Bfrl- und BstXI-Stellen ligiert. Hierfur wurden 10 ng 
der Bfrl/BstXI (Boehringer) gespaltenen, nicht dephosphory- 
lierten PT1-DNA geleluiert und mit 1//g unphosphorylierter 
Linker-DNA verwendet. (Transformation wie oben beschrie- 
ben). Zwei der vier durch Restriktionskartierung analysierten 
Klone enthielten alle neuen Restriktionsstellen. Die einzige 
Ausnahme war zunachst die integrierte Narl-Stelle (Fig. 8). 
Die auf den Oligonukleotiden verwendete Sequenz entspricht 
einer Narl-Stelle, die nur gespalten wird, wenn andere effek- 
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tiver gespaltene Narl-Stellen in cis oder trans zur Verfugung 
gestellt werden. Wird zehnfacher Uberschufc an pBR328 zur 
Spaltreaktion hinzugemischt, ist die integrierte Narl-Stelle 
zufriedenstellend spaltbar (Fig. 1 1). 

(C) Herstellung der monotelomerischen Vektoren PT1LA und 
PT1LAS. 

Um zwei unabhangige Resistenzgene zwischen den Telomer- 
sequenz-Enden und -Anf angen eines ditelomerischen Vektors 
zu haben, wurde das Ampicillin-Resistenzgen (Amp) aus dem 
Vektor SP73 (Fig. 5) in die neu geschaffenen Restritions- 
stellen BssHII und Sail des Vektors PT1L kloniert. Dabei 
muSte insbesondere darauf geachtet werden, daR der nahe 
am 3' Ende des Ampicillin-Resistenzgens gelegene, "multy- 
copy"-Replikationsursprung (ori) der pBR-Plasmide nicht 
auch in das "unit-copy"-Plasmid integriert wird, um die 
Kopienzahl so klein wie moglich zu halten. Gleichzeitig sollte 
das Amp-Fragment bis direkt an den ori heranreichen, um 
Transkriptionsterminations-Signale des Amp-Transkripts zu 
gewahrleisten. An der Grenze zwischen Amp und ori liegen 
keine geeigneten Restriktionsstellen, die fur ein Heraus- 
spalten und die anschliefcende Klonierung verwendet werden 
konnten. Moglich war die Synthese der Oiigonukleotide ASal 
und ABs, die durch Anderung einzelner Nukleotide mit den 
Restriktionsstellen Sail (in 5' von Amp) und BssHII (in 3' von 
Amp) ausgestattet wurden. Das Amp-Gen wurde auf einem 
1 260 Bp Fragment amplifiziert, das PCR-Produkt wurde mit 
den Nukleasen Sail und BssHII an den Enden nachgespalten, 
geleluiert, gereinigt und in den Sail und BssHII gespaltenen, 
dephosphorylierten, geleluierten Vektor PT1L kloniert. Es 
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wurden zwei Kolonien erhalten, die doppelt resistent fur 
Ampicillin und Kanamycin waren. Beide Kolonien waren posi- 
tiv fur die PCR mit den Primern G438 und LPF, um das Vor- 
handensein der ersten Telomersequenz zu kontrollieren, 
positiv fur die PCR mit den Primern ASal und ABs (entspricht 
der Resistenz gegenuber Ampicillin) sowie positiv fur die 
PCR mit den Primern ABs und LPR (Bestatigung der geplan- 
ten Orientierung). Von diesen hatte ein Klon (PT1LA, 12,1 
Kb) die vorausgesagte Struktur, in der Restriktionsanalyse 
und der andere Klon (PT1LAS, 13,9 Kb) hatte eine zusatz- 
liche 1,8 kb Sequenz am 3' Ende des Amp-Gens integriert 
(Fig. 9 und 10). Dabei ist die Primerbindungsstelle fur ABs 
unmittelbar in 3' des Amp-Gens erhalten geblieben, jedoch 
die BssHII-Stelle selbst ist durch die integrierte Sequenz um 
1,8 Kb versetzt worden. Aus der Ligierungsreaktion wurde 
der Klon PT1LAS erhalten. 

Herstellung des ditelomerischen Vektors PTAT aus PT1LAS. 

Fur die Klonierung des zweiten Telomerfragments wurden 
die Restriktionsstellen Nari und Xbal in die Linker-DNA von 
PT1L (und damit PT1LAS) eingebracht. Die Spaltung der 
Restriktionsstelle Narl wurde durch Zumischen eines zehn- 
fachen UberschuSes an pBR328-Plasmid moglich (Fig. 11). 
Das Narl und Xbal gespaltene 13,9 Kb Fragment des Plas- 
mides PT1LS wurde mit alkalischer Phosphatase dephospho- 
ryliert, einmal phenolisiert, aus 1%igem LMP-Agarosegel 
nach Elektrophorese eluiert und mittels Geneclean-Kit 
gereinigt. Es wurde wie bei der Klonierung von PT1 ver- 
fahren. Die Ligierung wurde uberpruft (Fig. 12). Zwolf 
doppelt resistente Klone (Ampicillin und Kanamycin) wurden 
nach Isolierung von Plasmid-DNA aus 600 ml Kulturen mit- 
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tels alkalischer Lyse einer Restriktionsanalyse unterzogen. 
Einer der erhaltenen Klone wurde analysiert und zeigte das 
erwartete 10,5 Kb BamHI-Fragment, das beide Teiomer- 
sequenzen und das P1-Replikon enthalt. Um die gesamte 
Struktur des ditelomerischen Vektors PTAT zu uberprufen, 
wurde eine umfangreiche Restriktionsanalyse durchgefuhrt 
(Fig. 15). Die vorausgesagte Struktur konnte vollstandig 
bestatigt werden und die Funktion der extrem selten schnei- 
denden Iscel-Stellen an beiden Telomersequenz-Enden wurde 
nachgewiesen. Das bedeutet, daS ein Plasmid zur Verfugung 
steht, das stabil propagiert werden kann, um lange Frag- 
mente als chromosomale Komponenten zu klonieren und in 
geschmolzener Agarose mit einer zweiten stabil klonierten 
chromosomalen Komponente zu verbinden. 

Vektor PTAT als Basis fur die verschiedensten Anwendun- 
gen. 

Das 6,1 Kb lange Notl- oder Iscel-Fragment von PTAT, das 
an beiden Enden Telomersequenzen besitzt, kann fur ver- 
schiedene Zwecke modifiziert werden. Dafur konnen die 
integrierten Restriktionsstellen Xbal, Sail und BssHU als 
einmal vorkommende oder andere Stellen verwendet wer- 
den. Zusatzlich kann in eine der bestehenden Schnittstellen 
eine MCS (multiple cloning site) eingefuhrt werden, die 
zweckmafcigerweise Erkennungssequenzen von eher selten 
schneidenden Restriktionsnukleasenenthalten sollte. Weiter- 
hin konnten bestehende mehrfach vorkommende Restrik- 
tionsstellen durch Einbringen von Mutationen verandert 
werden. In die Schnittstellen konnen weitere prokaryon- 
tische oder eukaryontische selektionierbare Marker-Gene 
sowie Gene die zur Farb/Fluoreszenz-ldentifizierung von E. 
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coli Oder Saugerzellen verwendet werden konnen oder DNA- 
Fragmente fur Zwecke des Nachweises fur MACs in leben- 
den Zeilen (z.B. uber spezifische DNA Erkennungssequenzen 
von Bindungsproteinen die an gelly fish protein gekoppelt 
5 sind (GFP)). Eine andere Moglichkeit der Modifizierung ware 

die Klonierung eines DNA-Fragments von PTAT oder Ab- 
kdmmlingen, das beide Telomersequenzen enthalt (z.B. das 
6, 1 Kb Notl-Fragment), in einen anderen bestehenden Vektor 
(etwa BAC Vektoren, andere PAC Vektoren, oder andere 
10 Vektoren) oder in bestehende genomische Klone. Diese 

Moglichkeit ist insbesondere dadurch erleichtert, da auf 
Anwesenheit des Fragments nach einer Umkionierung selek- 
tioniert werden kann (Ampicillin-Resistenz). Verbesserte 
PTAT-Versionen konnten dann fur die Klonierung oder 
15 Umkionierung eines langen genomischen Abschnitts (z.B. 

genomische Kopie eines Gens oder Zentromer-Kandidaten- 
sequenz) verwendet werden. 

Wird in PTAT oder seine Abkommlinge zunachst eine geno- 
20 mische Kopie des menschlichen HPRT-Gens von Beispiel 1 

auf einem langen Fragment kloniert (oder andere selek- 
tionierbare Saugergene), so kann in geschmolzener Agarose 
der entstehende Chromosomenarm, der an beiden Enden 
Telomere enthalt, mit beliebigen zirkularen Zentromer- 
Kandidatensequenzen verbunden werden, die eine geeignete 
Rekombinations-Stelle enthalten (bei PTAT ware das z.B. 
jeder PAC-Klon einer genomischen Bank, die mit dem Vektor 
PCYPAC2N hergestellt worden ist). Aus der Analyse der 
einzelnen Komponenten ware bereits die Struktur der MAC 
Konstrukte bekannt (Fig. 18). Die Rekombination in ge- 
schmolzener Agarose bedingt den Erhalt der Rekombina- 
tionsprodukte in Form von Agarose-Blockchen, wodurch ein 
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weiterer Vorteil fur die Gewinnung des Rekombinations- 
produktesentsteht. Werden beide Komponenten als zirkulare 
DNA in die Rekombinationsreaktion eingesetzt, so entstehen 
grofte zirkulare Produkte. Diese kdnnen durch anschlieSende 
5 Pulsfeld-Gelelektrophorese von dem kaum zu vermeidenden, 

kleinen Anteil teilweise degradierter DNA vollstandig befreit 
werden. im Blockchen bleibt wiederum nur intakte DNA zu- 
ruck. Nach Spaltung unmittelbar an den Telomersequenz- 
Enden laufen nur zwei gut auftrennbare Fragmente in das 
10 Gel. Das "kleine" ditelomerische Fragment, das nicht re- 

kombiniert hat, und das rekombinierte "lange" ditelomerische 
MAC-Konstrukt. Der Anteil der zirkularen Komponente, der 
nicht rekombinierte, verbleibt im Blockchen. Durch Trans- 
fektion verschiedener Konstrukte kann der MAC ermittelt 
15 werden, der das effizienteste Zentromer enthalt. Ein auf 

diese Weise identifiziertes "bestes" Zentromer wiirde in 
verbesserte PTAT-Versionen kloniert werden, urn einen 
MAC-Basisvektor TZT (Telomer-Zentromer-Telomer) zu er- 
halten. Dieser kann im geschmolzener Agarose mit jeder 
20 beliebigen zirkularen DNA Komponente kombiniert werden, 

die eine geeignete Rekombinationsstelle enthalt (je nach 
Design von TZT ware das eine lox Stelle oder Abkommlinge 
in Verbindung mit der Rekombinase Cre, eine FRT Stelle in 
Verbindung mit der Rekombinase Flp, oder beide gleichzeitig, 
25 oder andere sequenzspezifische Rekombinationsstellen fur 

eine effiziente in vitro Anwendung) (Fig. 19). 
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Tabelle 1 : 

Synthetische Oligonukleotide: 

G438: 5'-GGCCGCGCTAGGGATAACAGGGTAATATA-3' 

G439: 5'-GGCCTATATTACCCTGTTATCCCTAGCGC-3' 

Durch Annealen von G438 mit G439 entsteht ein doppelstrangiges DNA-Frag- 

ment, das eine Iscel-Konsensus-Sequenz enthalt und in eine Notl-Stelle kloniert 

werden kann. 

LPF: 5'-GAAACGGCCTTAACGACGTAGTCG-3' 
LPR: 5'-ATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTG-3' 

PCR-Primer um 1 10 Bp des PAC-Vektors zu amplifizieren, die die lox-Stelle ent- 
halten (Nukleotid Positionen 1973-2082 Genbank Acc. U09128). 

ASal: 5'-GCGAGTCGACAGGGCCTCGTGATACG-3' 
ABs: 5'-GATTGCGCGCAGAAAAAAAGGATCTC-3' 

PCR-Primer um 1263 Bp des Vektors pSP73 (Nukleotid Positionen 939-2202 
Genbank Acc. X65333) mit dem Ampicillin-Resistenzgen zu amplifizieren. Die 
Sequenzen der Primer sind in einzelnen Basen modifiziert, um eine BssHII- 
Spaltstelle (ABs) und eine Sall-Spaltstelle (ASal) an den Enden des PCR-Produkts 
einzufuhren. 

Kf: 5'-GGAAAACAGCATTCCAGGTATTAG-3' 
Kr: 5'-CCATGAGTGACGACTGAATCCG-3' 

PCR-Primer um 282 Bp des Kanamycin-Resistenzgens des PAC-Vektors zu 
amplifizieren (Nukleotid Positionen 10683-10965 der Genbank Acc. U09128). 

PT21: 

5'-TTAAGGCGCCAAATCTAGAGGATCCGCGCGCAAGAGGTCGACCTAA-3' 
PT22: 

5'-GTCGACCTCTTGCGCGCGGATCCTCTAGATTTGGCGCC-3' 



WO 98/53056 



PCT/DE98/01421 



- 28 - 

PT21 und PT22 annealen zu einem doppelstrangigen DNA-Fragment, das als 
Linker verwendet wurde, um die Restriktionsstellen Narl, Xbal, BamHI, BssHII 
und Sail zwischen die Restriktionsstellen Bfrl (Nukleotid Position 3309 im 
Vorlaufer Acc. U09128) und BstXI (Nukleotid Position 2917 im Vorlaufer Acc 
U09128) des Vektors PT1 einzuschleusen. 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Herstellung eines DNA-Konstruktes, umfassend die Kombi- 
nation zweier DNAs mittels Rekombination in geschmolzener Agarose. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das DNA-Konstrukt eine Lange von 
mehreren 100 kb aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das DNA-Konstrukt ein kCinst- 
liches Saugetier-Chromosom (MAC) ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Saugetier ein Mensch ist. 

5 Verfahren nach einem der Anspruche 1 -4, wobei die Rekombination uber 
rekombinationsspezif.sche Sequenzen i.V.m. einer Rekombinase erfolgt. 



6. 



Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Rekombination uber lox-Sequenzen 
i.V.m. einer Cre-Rekombinase erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Rekombination uber FRT-Seouen- 
zen i.V.m. einer FLP-Rekombinase erfolgt. 

^ • ~ A ar Ancnnirhe 1- 7 wobei eine der DNAs zirkular 

8. Verfahren nach einem der Ansprucne i /, wuu 

und die andere linear ist. 

u • - m An<;oruche 1- 7 wobei beide DNAs linear sind. 

9. Verfahren nach einem der Ansprucne i 

• ,w An^nriiche 1-7 wobei beide DNAs zirkular 

10. Verfahren nach einem der Ansprucne i /, wuu 

sind . 
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1 1 . Vektor mit ein oder mehreren Telomeren. 
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1 2. Vektor nach Anspruch 1 1 , wobei zwei Telomere vorliegen. 

13. Vektor nach Anspruch 11, wobei die zwei Telomere entgegengesetzt 
orientiert sind und zwischen den Telomer-Anfangen eine rekombinations- 
spezifische Sequenz vorliegt. 

1 4. Vektor nach Anspruch 1 3, wobei die rekombinationsspezifische Sequenz 
eine lox-Sequenz ist. 

15. Vektor nach einem der Anspruche 12-14, umfassend ferner zwei Re- 
sistenzgene, wobei eines davon zwischen den Telomer-Enden und das 
andere zwischen den Telomer-Anfangen liegt. 

16. Vektor nach einem der Anspruche 12-15, umfassend ferner zwischen den 
Telomer-Anfangen und/oder -Enden Erkennungssequenzen fur seltene 
und/oderein- bzw. mehrfach schneidende Restriktionsenzyme. 

17. Verfahren zur Bereitstel.ung von groSer DNA, umfassend die fo.genden 
Verfahrensschritte: 

(a) Mischen einer Bakterienkultur mit geschmolzener Agarose, wo- 
durch nach Erkalten letzterer Agarose-Blockchen erhalten werden. 

(b) Einfuhren einer oder mehrerer Restriktionsenzyme in die Agarose- 
Blockchen, wobei die Restriktionsenzyme nur das baktenel.e 
Chromosom, nicht aber die groBe DNA spalten, und 

(C ) Durchfuhren einer Gelelektrophorese, wodurch das gespaltene 
bakterielle Chromosom aus den Agarose-Blockchen entfernt w.rd, 
wahrend die groRe DNA zuriickgehalten wird. 
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1 8. Verf ahren nach Anspruch 1 7, wobei die grofce DNA ein BAC Oder ein PAC 
ist. 
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Fig. 1 
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Fig. 4 
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Fig. 8 
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Fig. 10 
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Fig. 11 
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Fig. 12 
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Fig. 13 
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Fig. 14 
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Fig- 15 
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G438: 5'-GGCCGCGCTAGGGAT^CAGGiOT^TATA-3' 

G439: 5--GGCCTATATTACCCTGTTATCCCTAGCGC-3 

LPF- 5'-GAAACGGCCTTAACGACGTAGTCG-3' 

LPR: 5'-ATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTG-3 

ASal- 5'-GCGAGTCGACAGGGCCTCGTGATACG-3' 

ABs:' 5'-GATTGCGCGCAGAAAAAAAGGATCTC-3' 

Kf- 5-.GGAAAACAGCATTCCAGGTATTAG-3' 

Kr": 5'-CCATGAGTGACGACTGAATCCG-3' 

PT21: 5'-TTAAGGCGCCAAATCTAGAGGATCCGCGCGCAAGAGGTCGACCTAA- 

PT22: 5--GTCGACCTCTTGCGCGCGGATCCTCTAGATTTGGCGCC-3 



Fig. 16 
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Fig. 19 



